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Résumé de la thèse 
 
 
 
La protéine de BARD1 a été identifiée en utilisant le domaine RING de 
BRCA1 comme appât dans le système de double hybride. BARD1 
partage avec BRCA1 de multiples homologies au niveau des domaines 
RING et BRCT. Si les fonctions de BARD1 dépendantes de BRCA1 sont 
la réparation de l’ADN et la régulation de la transcription, sa fonction 
indépendante de BRCA1 est liée à son activité pro-apoptotique, via p53 
et sa stabilisation.  
 
Notre travail se divise en deux parties. Durant la spermatogenèse, 
l’apoptose est un évènement fréquent. Nous avons étudié  dans la 
partie I la fonction physiologique et l ‘expression de BARD1 pendant la 
spermatogenèse. La partie II à étudié la caractérisation de la fonction 
anti-tumorale de BARD1. Cette dernière fonction sera explorée dans un 
modèle de cancer ovarien chez les rats Fischer immunocompétents, au 
moyen d’une thérapie génique utilisant ce gène. 
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 1. Introduction 
 
La mutation C61G dans le domaine ring finger du gène de BRCA1 a souvent été associée 
au cancer du sein héréditaire. Certaines protéines dont la protéine de BARD1 peuvent 
interagir avec le domaine RING de BRCA1 chez l’humain. La protéine de BARD1 a en 
effet été identifiée en utilisant le Ring finger de BRCA1 (les résidus des acides aminés 1 à 
304) comme appât dans le système de double hybride. Les homologues de BARD1 chez 
la souris et chez Xenopus leavis ont été identifiés par la caractérisation de régions 
hautement conservées dans l’évolution de cette protéine en réprimant sa fonction. Chez le 
rat, l'homologue de BARD1 a été isolé et identifié dans les corps apoptotiques de cellules 
du cancer du colon. 
 
2. Structure de la protéine de BARD1 
 
La protéine de BARD1 est composée chez l’humain, le Xenopus leavis, le rat, et la souris 
respectivement de 777, 773, 768 et de 765 acides aminés (aa). 
Du point de vue structural, BARD1 partage avec BRCA1 de multiples homologies au 
niveau des domaines RING (résidus 46-90) et BRCT ( résidus 616 à 653 et 743 à 777). 
Cette homologie structurale des protéines de BARD1 et de BRCA1 suggèrent qu’elles 
dérivent d'un ancêtre commun possédant les domaines RING et BRCT. A l’opposé, 
BARD1 est la seule à posséder trois répétitions du domaine ankyrin (ANK). Ce domaine 
est hautement conservé dans toutes les espèces. La fonction de BARD1 serait liée à 
l’association unique des motifs RING, ANK et BRCT. Chez des invertébrés (C. elegans et 
l'Arabidopsis ), des protéines hypothétiquement homologues à BARD 1 posséderaient 
deux de ces trois motifs. Il est toutefois important de noter que la protéine de BRCA1 est 
la seule protéine trouvée chez les vertébrés qui partage des homologies structurales avec 
BARD1 sur les domaines RING et BRCT.  
 
La structure tridimensionnelle complète de la protéine de BARD1 n'est pas encore 
déterminée. Cependant, en utilisant respectivement les résidus aminés 1 à 109 et 26 à 
119 des protéines de BRCA1 et de BARD1, des études in-vitro ont démontré qu’elles 
interagissaient en formant des héterodimères. La liaison permettant la constitution de 
l’héterodimère se situe au niveau des domaines RING de chaque protéine. Les peptides 
de BARD1 et BRCA1 peuvent aussi former des  homodimères. Cependant, les formes 
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héterodimèriques sont plus résistantes à la protéolyse que les formes homodimèriques 
respectives. 
 
3. Synthèse et dégradation de BARD1 
 
Chez la souris, les expressions tissulaires de l’ARN messager et de la protéine de BARD1 
sont souvent corrélées à celles de BRCA1. Elles sont particulièrement abondantes au 
niveau de la rate et des testicules, et absentes au niveau du cœur, du cerveau, des 
poumons, du foie, du muscle et des reins. Elles sont en outre synchrones dans les 
glandes mammaires et dans l’embryon de souris. 
Cependant, l’expression de BARD1 dans le tissu de l’utérus augmente progressivement 
du diestrus jusqu’au post-estrus alors que celle de BRCA1 reste constante. En raison de 
cette discordance d’expression entre BARD1 et BRCA1, nous avons suggéré que la 
protéine de BARD1 pourrait avoir une fonction indépendante de celle de BRCA1. 
 
Cette hypothèse est confortée par les différences d’expression de BARD1 et BRCA1 au 
cours du cycle cellulaire: durant la phase S du cycle cellulaire, l'expression de BRCA1 est 
élevée alors que celle de BARD1 reste relativement constante. On constate cependant, 
une augmentation de l’expression de BARD1 pendant la mitose. 
 
Durant la phase S du cycle cellulaire les protéines de BARD1 et de BRCA1 forment des 
points nucléaires dont une majorité se co-localisent en formant des agrégats. Suite aux 
dommages de l’ADN induits par l’exposition des cellules à l’hydroxyurée, cette co-
localisation est rompue momentanément. Lors de cette nouvelle co-localisation les 
protéines de BARD1 et BRCA1 forment des agrégats avec la protéine PCNA. Puisque 
PCNA est impliquée dans la réparation de l’ADN, la formation d’agrégats de BARD1 et 
BCRA1 avec PCNA suggère leurs rôles dans la réparation de l’ADN. 
 
Le mécanisme de dégradation de BARD1 n'est pas encore connu. Cependant, un produit 
protéolytique de 67 kD a été trouvé associé aux corps apoptotiques des cellules du cancer 
du colon chez le rat. 
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 4. Fonctions biologiques de BARD1  
 
4.1. Fonctions de BARD1 dépendantes de BRCA1 
 
Dans les tissus où les protéines de BARD1 et BRCA1 sont co-exprimées, elles forment 
préférentiellement des hétrodimères.  La mutation C61G de BRCA1 associée à un cancer 
du sein réside dans le domaine RING. Elle rend défectueuse la liaison à BARD1. Cette 
observation suggère ainsi un rôle potentiel de BARD1 dans la suppression tumorale 
connue pour être dépendante de BRCA1.  
 
L’association de BARD1 et BRCA1 par leurs domaines RING suggèrent une fonction 
ubiquitin ligase de l’héterodimère. Cette hypothèse est confortée par l’existence d’une 
activité ubiquitine ligase in vitro uniquement lorsque les domaines RING purifiés de 
BRCA1 (résidus 1-304) et de BARD1 (résidus 25-189) sont sous forme hétérodimériques. 
D’autres résultats soutiennent cette hypothèse, parmis lesquels l’absence d’activité 
d’ubiquitination du mutant de BRCA1 (C61G). Bien que les cibles de cette ubiquitination 
par BRCA1/BARD1 soient inconnues, l’association de BRCA1 à l’holoenzyme ARN 
polymerase II (Pol II) est connu. On sait également que l'ubiquitination et la dégradation de 
Pol II se produisent après des dommages de l'ADN. Ces observations ont suggéré qu’il y 
avait arrêt de transcription dans les régions où étaient survenus des dommages de l’ADN. 
Par conséquent l’holoenzyme Pol II serait ubiquitiné par l’héterodimèreBARD1-BRCA1. La 
dégradation de l’holoenzyme Pol II permettrait d’arrêter la transcription, et  l’association de 
BRCA1 avec les protéines impliquées dans la réparation de l’ADN.  
 
De la même manière l’interaction directe de BARD1 avec CstF-50, pourrait être un 
mécanisme potentiel, où BARD1 ferait parti du complexe impliqué dans la réparation 
d'ADN.  
 
La sur-expression de BARD1 empêche la polyadenylation in-vitro, suggérant 
probablement un rôle important dans la régulation traductionnelle de l’ARN. Par exemple, 
lors de l’analyse d’extraits cellulaires préalablement traités aux ultraviolet ou à 
l’hydroxyurée, on observe une inhibition passagère de la transcription de l’ARN. 
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Dans le même sens, dans les tumeurs associées à une mutation de BARD1 (Q564H), il 
existe une diminution de la liaison de BARD1 à CstF-50 associée à une inhibition de 
l’activité de polyadenylation.  
Ces études indiquent que BARD1 est lié à l’ARNm 3'-processing, à la réparation de l’ADN, 
et à la fonction suppression de tumeur.  
 
L’implication de BARD1 dans le développement des cancers héréditaires et sporadiques a 
été suggérée. Trois études ont analysé les fréquences de survenue de mutations de 
BARD1 dans différents cancers. La première étude a identifié  une mutation de BARD1 
somatique sur les 50 cancers du sein examinés, la seconde une mutation avec perte de 
l’allèle sauvage dans un cancer de l’endomètre sur les 60 cancers utérins examinés et la 
dernière une mutation germinale (Q564H) sur les 58 tumeurs ovariennes étudiées. Ces 
résultats ne résolvent cependant pas la question suivante: les mutations de BARD1 
inhibent-elles la fonction anti-tumorale de BRCA1? A l’opposé ces mutations ne 
démontrent-elles pas la fonction anti-tumorale propre de BARD1? 
 
4.2. Fonctions de BARD1 indépendantes de BRCA1 
 
Une des fonctions de BARD1 indépendante de BRCA1 correspond à  sa régulation 
transcriptionnelle en interagissant indirectement avec NF-kB par l'intermédiaire de Bcl-3. 
La liaison directe de BARD1 à Bcl-3 a été identifiée par l’expérience suivante:Un fragment 
de BARD1 composé de la moitié du domaine ANK et des domaines de BRCT (résidus 
464-777), interagit in vitro directement avec les domaines ANK de Bcl-3.  
 
La fonction anti-tumorale de BARD1 a été suggérée en se basant sur des expériences 
d’inhibition d’expression. En effet, les cellules dans lesquelles l’expression de BARD1 a 
été réprimée, montrent une phase S du cycle cellulaire prolongée, suggérant son rôle 
dans la prolifération cellulaire normale. Une analyse plus précise, a permis de trouver 
qu’en raison de leurs instabilités géniques, elles présentaient un défaut d’inhibition de 
croissance par perte de contacts cellulaires, et des modifications morphologiques de type 
malin. Toutes ces modifications suggèrent un rôle anti-tumoral de BARD1. 
 
L’induction de l’apoptose des cellules du carcinome du colon chez le rat par BARD1 a été 
observée. Les corps apoptotiques obtenus à partir de ces cellules exprimaient, en effet, 
des produits de clivage de la protéine de BARD1. Vraisemblablement, l’exposition des 
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epitopes cachés des produits de clivages activeraient des cellules T cytotoxiques 
spécifiques. Cette activation, est le résultat d’une réponse immunitaire spécifique, qui a 
comme conséquence une réduction du volume tumoral chez les rats. L’induction des 
cellules cancéreuses en apoptose via la sur-expression de BARD1 conforterait l’hypothèse 
d’une fonction anti-tumorale de BARD1. L’apoptose est souvent accompagnée d’une 
augmentation d’expression de la protéine de BARD1 et de son ARN messager alors que 
les cellules où BARD1 a été réprimé sont déficientes dans la voie apoptotique. L'activité 
pro-apoptotique de BARD1 est liée à p53 et à sa stabilisation; cependant, cette activité est 
indépendante de BRCA1.  
Une fonction de BARD1 indépendante de BRCA1 est donc susceptible de jouer un rôle 
décisif, d’une part dans les tissus où BRCA1 n’est pas exprimé, et d’autre part dans les 
tissus où BARD1 pourrait s'accumuler plus rapidement que BRCA1. 
 
5. Les objectifs du travail 
 
Comme montré ci dessus, BARD1 pourrait avoir une fonction anti-tumorale en association 
avec BRCA1. Cependant, nous avons montré dans notre laboratoire que BARD1 est très 
fortement exprimé dans les testicules. Durant la spermatogenèse, l’apoptose étant un 
évènement très fréquent. Nous avons utilisé l’exploration de la fonction physiologique et 
de l ‘expression de BARD1 pendant la spermatogenèse comme modèle d’étude de sa 
fonction pro-apoptotique. 
 
Notre travail se divise donc en deux chapitres, d’une part l’étude des fonctions 
moléculaires de BARD1 dans la spermatogenèse, et d’autre part, l’étude de sa fonction 
anti-tumorale. Cette fonction anti-tumorale de BARD1 sera explorée dans un modèle de 
cancer ovarien chez les rats Fischer immunocompétents. 
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5.1. Chapitre 1: La caractérisation de la fonction moléculaire de BARD1 pendant la 
spermatogenèse 
 
¾ L’expression temporo-spatiale de BARD1 dans le testicule de rat 
¾ L’analyse de la fonction apoptotique BARD1, et l’étude de son iso-forme 
épissé 
 
5.2. Chapitre 2: La caractérisation de la fonction moléculaire de suppression de 
tumeur de BARD1 dans un modèle du cancer ovarien chez le rat Fischer 
 
¾ Caractériser la voie de l’apoptose induite par BARD1 dans les cellules bénignes 
¾ Déterminer si la voie de l’apoptose induite par BARD1 est défaillante dans les 
cellules d’adénocarcinome issues d’un modèle animal (NuTu-19) 
¾ Analyser l’état d’expression des gènes suppresseurs de tumeurs tel que p53 dans 
les NuTu-19. 
¾ Mettre au point la technique lentivirale afin de l’utiliser pour transférer le gène de 
BARD1 dans les NuTu-19 
¾ Générer des cellules NuTu-19-EGFP transduites avec BARD1, qui sera sous le 
contrôle d’un promoteur inductible. 
 
6. Résultats 
 
6.1. Caractérisation de la fonction moléculaire de BARD1 pendant la 
spermatogenèse 
 
Dans le chapitre présent, nous avons étudié l'expression temporo-spatiale de BARD1 
pendant la spermatogenèse, examiné son association avec le phénomène de l'apoptose 
dans le testicule, et sa régulation hormonale potentielle.  
La protéine de BARD1 peut agir conjointement avec la protéine de BRCA1 dans la 
réparation d'ADN et dans l'ubiquitination. Cependant, BARD1 peut également induire 
l'apoptose d'une façon indépendante de BRCA1. Contrairement à BRCA1, qui est exprimé 
seulement dans les spermatocytes méiotiques et spermatides rondes; BARD1 est exprimé 
dans toutes les étapes de la spermatogenèse. Alors que les spermatogonies expriment 
l’ARN messager sauvage de BARD1, les cellules germinales dont les stades sont 
ultérieurs aux stades de spermatocyte expriment principalement une forme d’épissage 
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alternatif de BARD1 plus courte, que nous avons appelé BARD1β. Cette forme d’épissage 
alternatif ne comprend pas de domaine RING, à travers lequel BARD1 interagit 
habituellement avec BRCA1. Cependant, BARD1β conserve son activité pro-apoptotique. 
De ce fait, BRCA1 peut inhiber l'activité pro-apoptotique de la forme longue BARD1, mais 
pas celle de BARD1β.  
 
Plusieurs évidences montrent que BARD1 pourrait être impliqué dans la signalisation de 
l’apoptose dans le testicule: i) dans la majorité des cas, les deux iso-formes de BARD1 
sont exprimés dans les cellules, qui sont elle-mêmes positives pour TUNEL, Bax, et la 
caspase 3 actives; ii) BARD1β est capable d'induire l'apoptose même en présence de 
BRCA1. Cette forme courte de BARD1 est exprimée spécifiquement dans les cellules 
germinales qui expriment BRCA1, iii) l’incubation des cellules germinales avec des 
hormones qui devrait inhiber l’apoptose, entraînent une inhibition de l’expression de 
BARD1, et iv) une observation clinique montre qu’il y a une corrélation entre l’expression 
de BARD1 et l’apoptose des cellules germinales retrouvée dans certains cas d’infertilité.  
 
Nos données suggèrent que la forme sauvage de BARD1 est impliquée dans l’induction 
de l’apoptose dans les stades de spermatogonie où BRCA1 est absent. Par contre la 
forme épissée est nécessaire pour l’induction de l’apoptose en présence de BRCA1. 
Ce chapitre de notre travail a aboutit à un article qui est publiédans le  Journal de «Biology 
of Reproduction ». (BARD1 expression during spermatogenesis is hormonally regulated 
and associated with apoptosis. 2004. Feki A, Jefford C E; Durand P, Lucas H, Krause KH, 
and I Irminger-Finger I) 
 
 6.2. Caractérisation de la fonction moléculaire anti-tumorale de BARD1 dans un 
modèle du cancer ovarien chez le rat Fischer 
 
6.2.1. Gènes impliqués dans le développement du cancer ovarien 
 
Le cancer ovarien est la néoplasie dont le taux de mortalité est le plus élevé parmi tous les 
cancers gynécologiques, en Amérique du Nord et en Europe de l'Ouest. 
Environ 70% des patientes sont diagnostiquées à un stade avancé de la maladie. Le 
cancer ovarien se dissémine principalement par voie locale, suivie d’une implantation dans 
toute la cavité péritonéale. L’atteinte des ganglions lymphatiques pelviens et para-
aortiques qui a un impact sur le pronostic, est plus tardive. Cependant, la dissémination du 
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cancer ovarien dans la cavité péritonéale reste la principale cause de mortalité, 
indépendamment de la stratégie thérapeutique. Ainsi, la moitié des 70% des patientes 
diagnostiquées à un stade avancé du cancer de l’ovaire récidivent.  
 
Notre groupe de recherche au sein du laboratoire de biologie du vieillissement, s’intéresse 
aux gènes impliqués dans le développement du cancer ovarien, et spécifiquement à 
BARD1, p53 et BRCA1. De nombreuses mutations dans ces trois gènes ont été détectées 
dans les cancers héréditaires et sporadiques des cancers du sein et de l’ovaire. 
 
L’augmentation de l’expression et la fonction pro-apoptotique de p53 ont été bien 
démontrées. Cependant, son expression modérée, permet à p53 d’agir comme facteur de 
transcription en induisant l’expression de p21, résultant ainsi à un arrêt du cycle cellulaire. 
La sur-expression de p53 induit autant d’apoptose que la sur-expression de BARD1. En 
effet, la protéine de BARD1 induit l’apoptose via la voie de p53 : la sur-expression de 
BARD1 induit beaucoup plus d’apoptose dans les cellules cancéreuses qui l’expriment peu 
/ ou pas que dans les cellules bénignes. Cependant il faut noter que BARD1 peut au sein 
des corps apoptotiques avoir un rôle d’anti-génique induisant une réponse immunitaire 
anti-tumorale. 
 
Pour répondre aux différents objectifs de ce second chapitre, quelques étapes étaient 
nécessaires. Nous avons d’abord exploré si BARD1 était un médiateur de l’apoptose; puis, 
déterminé la voie activée par BARD1 pour induire l’apoptose. Nous avons ensuite analysé 
la voie moléculaire de stabilisation de p53 par BARD1. Enfin, nous avons analysé le trajet 
métastatique que les EGFP-NuTu-19 utilisent in vivo pour la dissémination locale et à 
distance. Ce second chapitre a abouti à deux  articles publiés et deux autres soumis. 
 
6.2.2. Identification de BARD1 comme protéine médiatrice de l’apoptose, via la voie de 
p53. 
 
Dans ce travail nous avons été impliqués dans les analyses d’interaction directe entre 
BARD1 et p53. Nous proposons ici l’hypothèse que la protéine de BARD1 peut induire 
l’apoptose car:(1) l’expression de la protéine et de l’ARN messager de BARD1 est très 
augmentée lors de la mort cellulaire in vivo (l’ischémique cérébrale) et in vitro, (2) la sur-
expression de BARD1 induit la mort cellulaire avec toutes les caractéristiques 
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histologiques et biochimiques de l’apoptose, (3) lorsque l’expression de BARD1 est 
réprimée, les cellules sont résistantes à l’apoptose.  
 
Nous prouvons ainsi que l'activité pro-apoptotique de BARD1 nécessite la présence de la 
protéine de p53. Nous montrons aussi que cette fonction pro-apoptotique de BARD1 est 
indépendante de BRCA1.  
 
Nous avons identifié une mutation du gène de BARD1 dans une tumeur (Q564H), dont le 
produit ne peut induire l'apoptose suggérant que la fonction anti-tumorale de BARD1 
s’exerce par la voie de signalisation de l’apoptose. (Identification of BARD1 as mediator 
between proapoptotic stress and p53-dependent apoptosis. Mol Cell 2001; 8: 1255-1266. 
Irminger-Finger I, Leung WC, Li J, Dubois-Dauphin M, Harb J, Feki A, Jefford CE, Soriano 
JV, Jaconi M, Montesano R, Krause KH) 
 
6.2.3. Lien entre activité apoptotique et localisation intracellulaire de BARD1. 
 
BARD1 joue un rôle double dans la cellule suite à un stress toxique. Il peut soit intervenir 
dans la réparation de l’ADN en formant un héterodimère avec BRCA1, soit induire 
l’apoptose indépendamment de BRCA1. Dans notre laboratoire, nous avons créé une 
série de mutants de BARD1, et avons analysé leurs distributions cellulaires, ainsi que 
leurs capacités à induire l'apoptose.  
 
Contrairement aux études précédentes suggérant une localisation de BARD1 
exclusivement nucléaire, nous avons trouvé, que sa localisation sur cultures cellulaires et 
sur biopsies tissulaires pouvait être nucléaire et cytoplasmique. Nous avons en outre 
corrélé l’augmentation de son expression cytoplasmique et l’induction de l'apoptose. 
Cependant, si BARD1 peut aussi se transloquer dans le noyau indépendamment de 
BRCA1, son recrutement dans les complexes nucléaires de réparation de l’ADN nécessite 
le domaine RING. La transfection des différents mutants montre que, le taux d’expression 
cellulaire de la protéine de BARD1 sauvage est très inférieur au taux d’expression du 
mutant ne possédant pas le domaine RING. Vus les niveaux comparables d’expression de 
l’ARN messager de ces iso-formes de BARD1, nous suggérons que la région N-terminale 
est importante pour la régulation de la dégradation de BARD1. Une cartographie de la 
région minimale nécessaire à l’induction de l’apoptose par BARD1 a été établie. Cette 
région minimale est comprise entre les domaines ANK et les domaines BRCT. Enfin, Nous 
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proposons que la localisation nucléaire et cytoplasmique de BARD1 reflète sa fonction bi-
modale, et que sa localisation cytoplasmique est associée à l’apoptose. 
 
Notre participation à ce manuscrit en tant que co-auteur, a consisté en la réalisation de 
toutes les études de localisation de BARD1 dans le testicule et dans la rate par immuno-
histochimie. En utilisant des analyses biochimiques, nous avons également montré sa 
redistribution entre le noyau et le cytoplasme après induction de l’apoptose à des temps 
différents. (Nuclear–cytoplasmic translocation of BARD1 is linked to its apoptotic activity. 
Oncogene. 2004. Jefford CE, Feki A, Harb J, Krause KH, and Irminger-Finger I) 
 
6.2.4. Rôle de BARD1 dans la phosphorylation de p53 suite aux dommages de l’ADN  
 
Comme mentionné ci dessus, l’héterodimère BRCA1-BARD1 est impliqué dans la voie de 
réparation de l’ADN alors que dans sa fonction indépendante de BRCA1, BARD1 agit 
comme une protéine pro-apoptotique, interagissant directement et stabilisant p53. Dans ce 
travail nous montrons que BARD1 se lie à la protéine phosphorylée de p53, dans 
différents types de lignées cellulaires. La région nécessaire à cette interaction est aussi 
celle nécessaire à l’induction de l’apoptose par BARD1. Ceci signifierait  donc que qu’il 
s’agit du mécanisme par lequel BARD1 induit l’apoptose. 
 
Les NuTu-19 sont des cellules issues d’un adénocarcinome peu différencié du cancer de 
l’ovaire. Ces cellules ont un gène de BARD1 muté, et par conséquent une voie 
apoptotique perturbée. Nous montrons dans ce travail que ces cellules ne peuvent être 
induites en apoptose après un stress genetoxique, malgré une augmentation de p53. Ces 
cellules, ne peuvent en effet pas phosphorylées p53 au niveau de la serine 15. Cependant 
la sur-expression du BARD1 sauvage exogène rétablit la voie de l’apoptose en permettant 
la phosphorylation de p53. En outre,  nous montrons que lors de cette sur-expression, la 
protéine de BARD1 sauvage se lie à la phospho-p53 et à Ku-70. Ku-70 est une sous unité 
de la DNA-PK dont l’expression augmente suite à un dommage de l’ADN. Nous montrons 
aussi que la phospho-p53 co-localise avec BARD1 dans le noyau.  
 
Ces données suggèrent que BARD1 joue un rôle essentiel dans la voie de l’apoptose 
dépendante de p53, en se liant à elle, et en facilitant sa phosphorylation par des kinases 
sensible aux dommages de l’ADN. 
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Ce Manuscrit au travers duquel nous avons atteint trois objectifs: 1) l’état d’expression de 
BARD1 et de p53 dans les NuTu-19, 2) développer un système de vecteur lentiviral 
exprimant le gène de BARD1 sous un promoteur inductible et/ou constitutif, 3) tester 
l’efficacité de ce vecteur lentiviral in vitro. Cet article (Role of BARD1 in p53 
phosphorylation by DNA-damage response kinase. Submitted to Nature Cell Biology 2004. 
Feki A, Jefford C E; Krause KH, and I Irminger-Finger I.) a été soumis à «Nature cell 
Biology», 
 
7. Perspectives 
 
¾ Surveillance du développement du cancer de l’ovaire induit par les EGFP-NuTu-19 
in vivo 
¾ Tester l’efficacité de la thérapie génique par BARD1 sur le modèle animal 
 
7.1. Introduction au modèle animal de cancer ovarien 
 
Comme mentionné ci-dessus, les buts importants de la recherche sur le cancer ovarien 
sont: de définir des approches pour prévenir la maladie, développer des moyens de 
dépistage précoce, et d’améliorer l’efficacité des traitements. Afin de réaliser ces objectifs, 
une approche est de développer des modèles pour étudier le développement de la 
maladie et de tester les réponses aux thérapies expérimentales. Les systèmes disponibles 
s'étendent, des modèles in vitro tels que les lignées cellulaires du cancer ovarien, à 
plusieurs modèles animaux. Ces derniers incluent les xeno-greffes humaines, les tumeurs 
ovariennes chimiquement induites chez le rat immunocompétent, les modèles de tumeurs 
des cellules germinales, et les modèles des tumeurs non-ovariennes injectées par voie 
intra-péritonéale. Bien que chacun de ces modèles ait ses applications dans la recherche 
médicale, elles ne sont pas idéales ni pour l'étude de la réponse immunitaire, ni pour 
comprendre le développement biologique et le comportement des formes les plus 
fréquentes du cancer ovarien. 
  
À cet égard, le modèle du cancer ovarien avec les cellules NuTu-19 est actuellement le 
système immunocompétent idéal. Les cellules NuTu-19 sont dérivées des cellules 
épithéliales de surface de l’ovaire spontanément transformées chez le rat Fisher 344, 
donnant un adénocarcinome peu différencié de l’ovaire.  
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 Quand les cellules NuTu-19 ont été injectées dans le péritoine des rats immuno-
compétents Fischer 344, elles se sont multipliées sur une durée de 3 semaines jusqu’à 
former des nodules séreux sur le péritoine, l'épiploon, le diaphragme, le foie, et sur les 
intestins détectables macroscopiquement. Classiquement, 100% des animaux injectés 
développent des ascites hémorragiques et décèdent au bout de 8 semaines. Par 
conséquent, ce modèle animal est un outil idéal pour étudier l'effet des facteurs ou 
thérapies (telle que la thérapie génique) susceptibles d’empêcher cette carcinogenèse,  
 
7.2. Surveillance du développement du cancer de l’ovaire induit par les EGFP-NuTu-
19 et les NuTu-19 in vivo 
 
Les NuTu-19 expriment presque 100% du EGFP après leurs transductions par un vecteur 
lentiviral exprimant le gène GFP. Cependant, l’expression d’un gène est dépendante du 
type de promoteur pour chaque type cellulaire. Dans le cas des NuTu-19, les analyses de 
cytométrie de flux montrent que ces cellules expriment plus intensément le GFP sous le 
contrôle du promoteur CMV que sous le contrôle promoteur EF1α 
 
7.3. Application de la thérapie génique utilisant BARD1 dans le modèle du cancer 
ovarien. 
 
7.3.1. Test in vitro de l’applicabilité de la thérapie génique utilisant BARD1. 
 
Basé sur nos données, BARD1 est nécessaire pour l’induction des cellules en apoptose 
via la voie de p53. Il paraît donc logique de savoir si la répression de BARD1 aboutit à une 
résistance aux chimiothérapies, sachant que l’augmentation de son expression aboutit à 
une apoptose des cellules néoplasiques. Pour vérifier cette hypothèse, des NuTu-19 ont 
été transduites par un vecteur lentiviral exprimant BARD1 sous le contrôle d’un promoteur 
inductible. Une apoptose  a été obtenue après induction de l’expression de BARD1 avec la 
doxycycline, dont le taux était proportionnel au taux d’expression. Cependant, Les NuTu-
19 exprimant BARD1-ires-GFP sous le contrôle du promoteur EF1α continuaient à se 
développer et à se diviser plus lentement que les NuTu-19. Ceci conforte l’hypothèse de la 
nécessité d’un seuil d’expression de BARD1 au-delà duquel il y a induction de l’apoptose. 
Ainsi toute la cascade de l’apoptose induite par BARD1 est étayée. 
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 7.3.2. Tests in vivo de thérapie génique utilisant BARD1 dans un modèle animal 
 
7.3.2.1. Comment les cellules NuTu-19 transduites se comportent-elles in vivo? 
 
Pour analyser la conservation du potentiel carcinogène des NuTu-19 exprimant le EGFP 
sous le contrôle du promoteur EF1α in vivo, nous avons injectés ces cellules par voie 
intra-péritonéale de rates Fischer 344. Les contrôles étaient des NuTu-19. Après 4 
semaines, les animaux ont été sacrifiés, et tous avaient développé des tumeurs. Par 
conséquent, les EGFP-NuTu-19 conservent non seulement leurs potentiels malins, et le 
GFP dans ces cellules n’est pas immunogène. Nous validons par-là un modèle animal 
important avec lequel nous pouvons surveiller l'invasion des organes par les cellules 
EGFP-NuTu-19 du cancer, et la réponse à une éventuelle thérapie. 
 
7.3.2.2. Comment le vecteur lentiviral se comportent in vivo? 
 
Trois semaines après l’induction de la tumeur par les NuTu-19, une concentration de 
vecteur lentiviral exprimant du EGFP sous le contrôle du promoteur CMV de 2x108 a été 
injectée par voie intra-péritonéale. Quatre jours plus tard, les animaux ont été sacrifiés et 
examinés par microscopie à fluorescence. Toutes les tumeurs abdominales étaient 
fluorescentes, mais nous n’avons pu déterminer comment le vecteur lentiviral ciblait les 
masses tumorales.  
 
La compréhension des bases génétiques du cancer, et du comportement des cellules 
néoplasiques dans leurs micro-environnement local; ont permis aux chercheurs comme 
aux médecins de définir un profil pour chaque maladie cancéreuse. Ces connaissances 
fondamentales peuvent avoir un impact profond sur la gestion et la prévention du cancer 
ovarien. Plusieurs nouvelles approches thérapeutiques, tel que l’utilisation de BRCA1 ou 
de p53 dans la thérapie de génique sont actuellement en phase d’essais cliniques. 
Comme nouvelle alternative, nous avons développé un système de thérapie génétique, 
utilisant un vecteur lentiviral comme moyen de transfert de BARD1 dans les cellules du 
cancer de l’ovaire. Vu l’absence de réponse immunitaire vis-à-vis du vecteur lentiviral, et 
vue son efficacité de transduction pour atteindre les cellules cancéreuses ; il pourrait être 
un outil futur de transfert génique en clinique. 
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1. Introduction 
 
Mutation C61G in the RING domain of the Breast Cancer Susceptibility Gene 1 (BRCA1) 
is associated with hereditary breast cancer. In order to identify human BRCA1 interacting 
proteins3, BRCA1-associated RING domain protein 1 (BARD1) was identified using the 
human BRCA1 RING domain (residues 1–304) as bait in a two-hybrid screen 4. The 
homologues of mouse and Xenopus leavis BARD1 were characterized in studies of 
evolutionary conservation and functional repression 5-7. The rat BARD1 homologue was 
identified in apoptotic bodies eliciting anti-tumor immunity 8. 
 
1.1. The structure of BARD1 protein 
 
BARD1 as deduced from its cDNA sequence is a protein of 777 4, 773 7, 768 8, or 765 5,6 
amino acids (aa) in human, Xenopus leavis, rat, or mouse, respectively. BARD1 shares 
homologies with BRCA1 in its RING domain (residues 46–90) and two BRCT domains 
(residues 616–653 and 743–777) (Fig.1). Homologous gene structure and protein 
sequences suggest that both proteins are derived from a common ancestor that contained 
RING and BRCT domains.  
 
Fig.1: Conservation of structural motifs in BARD1 and BRCA1. The protein structure of BARD1 is presented with 
RING, ANK, and BRCT motifs. Numbers underneath regions indicate percentage of identity between human and mouse 
BARD1. BRCA1 has similar arrangements of structural motifs. Colors highlight RING (green), ANK (blue), and BRCT 
(red) domains. Close to each functional domain is situated an NLS sequence. Mouse BARD1 contains 3 putative NLSs 
whereas human BARD1 was 6. The green arrows represent sites of most point mutations found in familial breast and 
ovarian cancers in BARD1. Whereas, the arrows on BRCA1, indicate that mutations associated with cancer occurr all 
along the protein (Adapted from9) 
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 Additionally, BARD1 but not BRCA1 possesses three ankyrin (ANK) repeats that are 
highly conserved 5,6,8. Since there are much lower levels of homology for the rest of the 
protein (Fig.1), it is suggestive that RING, BRCT and ANK mediate essential functions for 
BARD1.  
Interestingly, no proteins with significant sequence homology to regions other than RING, 
ANK, and BRCT domains were found. BRCA1 is the only vertebrate protein that shares 
homology with BARD1 in both the RING and BRCT domains. However, hypothetical 
proteins encoding two of the three motifs exist in Arabidopsis3, and recently the C. elegans 
BARD1 homologue has been identified 10. 
In vitro studies using residues 1–109 of BRCA1 and residues 26–119 of BARD1 
demonstrated that they preferentially form heterodimers via their RING finger domains 
(Fig.2), although BARD1 and BRCA1 peptides can also form homodimers 11. Moreover, 
heterodimers are more resistant to proteolysis than homodimers and residues adjacent to 
the RING domains of BRCA1 and BARD1 are required for heterodimerization.  
 
 
Fig.2: The solution structure of the RING domain of BRCA1 in complex with the RING domain of BARD1. The 
ribbon diagram of the two RING subunits: BRCA1 subunit (green) contains three α−helices and three β−strands, while 
the BARD1 subunit (bleu) contains two α−helices and two β-strands. Two α-helices from each subunit pair in an anti-
parallel fashion to form a stable four helix bundle, placing the sequences that bind zinc ions (shown in circles) in direct 
apposition to one another. (reproduced from 12)  
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 1.2. Synthesis and degradation of BARD1 
 
The expression of Bard1 mRNA and protein in various murine tissues often correlates with 
that of Brca1. Abundant Bard1 and Brca1 transcripts are present in spleen and testes 5,6 
but not in heart, brain, lung, liver, skeletal muscle or kidney (Fig.3). Bard1 and Brca1 
transcripts are coordinately expressed in mammary gland and in the mouse embryo 6. 
However, most interestingly, the Bard1 transcripts in uterus tissue increase from diestrus 
through post-estrus. This in-coordinate expression of Bard1 with Brca1 is the first 
indication of a BRCA1-independent role of BARD1.  
 
 
Fig.3: Expression of Bard1 and Brca1 in different murine tissues. Ribonuclease protection assay of 
Bard1 and Brca1 mRNA. RNase protection was performed using Bard1 and Brca1 probes in simultaneous 
hybridization with 10 µg of yeast tRNA, RNA from TAC-2 mammary epithelial cells, or with RNAs from 
different murine tissues. 6 
 
The levels of BARD1 protein were reported to be relatively constant throughout the cell 
cycle, in contrast to the elevated expression of BRCA1 in S-phase 13, however, increase 
during mitosis is also observed 2. In S-phase, BARD1 aggregates into dot-like nuclear 
structures 13 which co-localize with some, but not all of, BRCA1 nuclear dots 14. Upon DNA 
damage by hydroxyurea (HU), the BRCA1 and BARD1 nuclear dots disperse, but part of 
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them re-aggregate focally at sites containing PCNA, suggestive of a role in repairing 
damaged DNA 14. Concordantly with these findings BARD1 was identified biochemically in 
BRCA1 containing complexes formed after treatment with HU 15.  
The mechanism of BARD1 degradation is not known. However, a 67 kD proteolytic 
product was found associated with apoptotic bodies in rat colon cancer cells 8. 
 
1.3. Biological function of BARD1 
 
1.3.1. BRCA1-dependent functions of BARD1 
 
BARD1 was found as a major binding partner of BRCA1 4. A tumor associated mutation of 
BRCA1 (C61G), residing within the RING domain, is defective in binding to BARD1, 
thereby suggesting a role for BARD1 in mediating tumor suppression by BRCA1. Co-
localization of BARD1 with BRCA1 and Rad51 13, or with PCNA complexes, presumably at 
sites of DNA replication 14, are supportive of the involvement of BARD1 in functions 
associated with DNA repair (Fig.4).  
 
 
Fig.4: Compilation of BARD1 functions. Cellular and tumor suppressor functions of BARD1 are illustrated 
with experimental details or as schematic protein complexes. Vertical arrows represent transition from 
cellular function to tumor suppressor function, as induced by BARD1 repression, UV or HU, postulated DNA 
damage or others 9. 
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 The RING fingers of BARD1 and BRCA1 suggest a potential function as E3 ubiquitin 
ligases. Interestingly, purified RING domains of BRCA1 (residues 1–304) and BARD1 
(residues 25–189) exhibit ubiquitin polymerizing activity in vitro (Fig.2), while neither 
peptide alone exhibits this activity 16. The steady-state levels of ubiquitin ligase activity 
increased after transfection with either BARD1 or BRCA1. The BRCA1 mutant C61G is 
devoid of ubiquitination activity, further supporting that association of ubiquitination activity 
with tumor suppression is mediated by a complex of BRCA1 and BARD1.  
Although the targets for BRCA1/BARD1 ubiquitin ligation are unknown, BRCA1 is known 
to associate with the holoenzyme of RNA polymerase II (Pol II). It is also known that Pol II 
ubiquitination and degradation occur after DNA damage. These observations led to a 
recent proposal that cessation of transcription at the site of DNA damage leads to BRCA1–
BARD1 mediated ubiquitination of the Pol II holoenzyme 16,17. Clearance of the Pol II 
complex is proposed to permit BRCA1-triggered aggregation of repair complexes (Fig.4B).  
A potential mechanism of how BARD1 participates in DNA repair within the complex can 
be deduced from its interaction with CstF-50 in two hybrid and binding assays 18. Ectopic 
expression of BARD1 inhibits polyadenylation in vitro, suggesting a role in preventing 
inappropriate RNA processing. In extracts of cells treated with HU or ultraviolet light to 
induce DNA damage, a transient inhibition of RNA transcription was observed 19. 
Moreover, a tumor associated mutation Q564H of BARD1 also exhibits reduced binding to 
CstF-50 and abrogates inhibition of polyadenylation. These studies indicate that BARD1 
links mRNA 3'-processing, DNA repair, and tumor suppression (Fig.4C).  
A role for BARD1 mutations in the development of sporadic and hereditary tumors has 
been proposed. A somatic mutation was found in one of 50 breast cancers screened. One 
mutation was found in an endometrial tumor with loss of wild-type BARD1 allele out of 60 
uterine tumors screened. A germline mutation Q564H (Fig.1) was found in one out of 58 
ovarian tumors studied 20. Whether BARD1 mutation blocks the BRCA1 tumor 
suppression, or represents a loss-of-function independent of BRCA1, has not been 
determined. 
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1.3.2. BRCA1-independent functions of BARD1 
A BRCA1-independent function of BARD1 is the interaction with NF- B (via Bcl-3) and 
modulation of its transcriptional activity (Fig.4D) 21. A BARD1 fragment composed of half of 
the ANK through BRCT domains (residues 464–777) and comprising residue Q564, which 
was found mutated in tumors, binds in vitro to ANK repeats of Bcl-3.  
An involvement of BARD1 in tumor suppression has been proposed by experiments that 
down-regulate its expression 6. BARD1 repressed cells show a prolonged S-phase, 
suggesting a role of BARD1 in cell division cycle regulation. BARD1 repressed cells also 
exhibit genetic instability, loss of growth inhibition by contact, and loss of morphogenetic 
properties 6, consistent with a loss of function in tumor suppressor pathways (Fig.4E).  
An involvement of BARD1 in apoptosis was observed in rat colon carcinomas. Apoptotic 
bodies from tumor cells expressed high levels of a proteolytic cleavage product of 
BARD1 8. Presumably, the exposure of cryptic epitopes of a proteolytic BARD1 fragment 
led to a tumor specific cytotoxic T-cell response associated with the expression of BARD1-
specific antibodies in rats (Fig 4F). The increase of BARD1 expression in apoptotic tumor 
cells is suggestive of its function in a novel tumor suppressor pathway and consistent with 
the recently described role of BARD1 in apoptotic signaling 1. Cell death in-vivo and in vitro 
is accompanied by increased levels of BARD1 protein and mRNA, while BARD1-repressed 
cells are defective for the apoptotic stress response (Fig.4F). The proapoptotic activity of 
BARD1 involves binding to and stabilization of p53, but is independent of BRCA1. 
Unquestionably, a BRCA1-independent function is likely to play a decisive role in tissues 
where no BRCA1 expression is detected or in tissues where BARD1 accumulates faster 
than BRCA1. 
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 2. Thesis objectives 
 
As mentioned before, BARD1 is a tumor suppressor gene which was identified as a 
partner of BRCA1. Mutations in the BARD1 gene have been detected in inherited and 
spontaneous forms of breast and ovarian cancers. In fact, the absence or down regulation 
of BARD1 mRNA leads to genetic instability and premalignant phenotype in-vitro. 
However, to characterize the molecular function of BARD1 in development and tumor 
suppression, I divided my thesis in two parts. It is known that BARD1 is highly expressed 
in the testis. Therefore, in this first part, I studied the physiological function of BARD1 and 
its expression during the spermatogenesis. In the second part I examined the molecular 
function of BARD1 in tumor suppression in a rat ovarian cancer model. Therefore, these 
two projects comprise the following sub-chapters: 
 
1. Characterization of BARD1 function in spermatogenesis:  
¾ Spatial and temporal expression of BARD1 
¾ The apoptotic function of wild type BARD1 and its differentially spliced 
isoform during spermatogenesis 
 
2. Characterization of the tumor suppressor function of BARD1 in rat ovarian cancer 
model: 
¾ Characterization of BARD1 and its implication in the apoptotic pathway in 
normal cells; and in NuTu-19 ovarian cancer cells  
¾ Expression state of tumor suppressor genes in NuTu-19 cells  
¾ Development of lentiviral vectors expressing either BARD1 or a fluorescent-
tagged (EGFP) BARD1, under inducible and / or constitutive promoters 
 
3. Ongoing project after the MD-PhD thesis: inhibition of tumor growth by virally 
delivered BARD1, “Tumor cell killing by BARD1” 
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 3. Results 
 
3.1. Molecular characterization of BARD1 function in spermatogenesis 
 
In this part I studied the spatial and temporal expression of BARD1 during 
spermatogenesis, its association with apoptosis, and its possible hormonal regulation.  
It is known that BARD1 may act conjointly with BRCA1 in DNA repair and in ubiquitination, 
but it may also induce apoptosis in a BRCA1-independent manner. In contrast to BRCA1, 
which is expressed only in meiotic spermatocytes and early round spermatids, BARD1 is 
expressed during all stages of spermatogenesis. However, while spermatogonia 
expressed full length BARD1 mRNA, later stages of spermatocyte precursors express 
predominantly a novel, shorter splice form BARD1β. BARD1β lacks the BRCA1-interacting 
RING finger, but maintains its proapoptotic activity. Consistently, BRCA1 can counteract 
the proapoptotic activity of full length BARD1, but not of BARD1β. Several lines of 
evidence suggest that BARD1 is involved in pro-apoptotic signaling in testis: i) both 
BARD1 isoforms are mostly found in cells that stain positive for TUNEL, Bax, and 
activated caspase 3; ii) BARD1β, which is capable of inducing apoptosis even in the 
presence of BRCA1, is specifically expressed in BRCA1-positive later stages of 
spermatogenesis, iii) anti-apoptotic hormonal stimulation leads to BARD1 downregulation, 
and iv) elevated BARD1 expression is associated with increased germ cells death in 
human pathologies causing infertility. Our data suggest that full length BARD1 is involved 
in apoptotic control in spermatogonia and primary spermatocytes, while a switch to the 
BRCA1-independent BARD1β  might be necessary to induce apoptosis in BRCA1-
expressing meiotic spermatocytes and early round spermatids. 
This part of my thesis is the subject of a paper, submitted to Biology of Reproduction, on 
which I am the first author. The title of this paper is “BARD1 expression during 
spermatogenesis is hormonally regulated and associated with apoptosis”. 
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 3.2. Characterization of the tumor suppression by BARD1 function in a rat ovarian 
cancer model 
 
3.2.1. Ovarian cancer and genes implicated in its development 
 
Ovarian cancer has the highest mortality rate of all the gynecological malignancies 
afflicting patients in North America and Western Europe. Moreover, most patients, as 
many as 70%, are diagnosed in an advanced stage of the disease 22. Ovarian cancer 
spreads primarily via local shedding into the peritoneal cavity followed by implantation on 
the peritoneum and via local invasion of bowel and bladder. Only secondary, and rather 
late during the disease, the pelvic and the para-aortic lymph-nodes are involved. However, 
the local peritoneal disease can not be controlled and remains a leading cause of death, 
independently of the treatment strategy applied. Unfortunately, early detection is not 
possible since effective screening methods are not available. Even when the 70% of 
patients with advanced ovarian cancer were treated with conventional therapies, half of 
them had recurrent cancer with a fatal outcome.  
 
The focus of our research group is on genes that are specifically implicated in breast and 
ovarian cancer development and suppression, namely BARD1, p53 and BRCA1. 
Mutations in BRCA1 23,24 , p53 25-28 , and BARD1 4,20 have been detected in inherited and 
spontaneous forms of breast and ovarian cancers.  
To summarize what is said about these tumor suppressor genes, BRCA1 is thought to 
function in DNA repair 29 and its loss is associated with genetic instability 30. It encodes a 
240 KD protein comprising several conserved domains such as a RING finger domain at 
the amino terminal end, and a BRCT domain, which is found in a number of repair 
proteins, at its carboxyl-terminal end 31. An increasing number of proteins have been found 
to physically and functionally interact with BRCA1 3 presumably forming a complex that 
regulates DNA repair. BRCA1 specifically interacts in vitro and in-vivo with BARD1, 
another RING finger protein, through their RING finger domains 4.  
 
BARD1 is part of a p53 pathway towards apoptosis 9. It is upregulated during apoptosis 
and may become exposed as tumorantigen 8. High levels of p53 have been correlated with 
the apoptotic function of p53 32 while moderate activation leads to transcription activation 
of p21 and cell cycle arrest 33. Consistently, the over-expression of BARD1 leads to 
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apoptosis as does the over-expression of p53. BARD1-induced apoptosis is more 
pronounced in cells that normally do not express BARD1, such as tumor or neuronal 
cells 1. 
Advances in the understanding of the genetic basis of cancer and cancer-related changes 
in the cell and local micro-environment have created the opportunity to define profiles of a 
cancerous disease. This fundamental knowledge can have a profound impact on the 
management and prevention of ovarian cancer. Several therapeutic approaches, using 
either BRCA1 or p53 in gene therapy are presently undergoing clinical trials34,35. As a 
novel alternative, we intend to develop a gene therapy system, based on an engineered 
non-replicating lentiviral vector to deliver the apoptosis-inducing tumor suppressor BARD1. 
We will test this system in an animal model of ovarian cancer 36. 
 
To address the goal of the second part of my thesis, several steps had to be completed: i) 
demonstration that BARD1 is a mediator of proapoptotic stress, ii) characterization of the 
molecular pathway of BARD1 induced stabilization of p53, iii) characterization of the 
metastatic spreading of NuTu-19 epithelial ovarian cancer cells in the rat. These results 
are part of two published and two submitted papers. 
 
3.2.2. Identification of BARD1 as mediator between proapoptotic stress and p53-
dependent apoptosis 1 
 
In this paper I was a co-author and performed immunoprecipitation assays. We show that 
BARD1 is a mediator of apoptosis since (1) cell death in-vivo (ischemic stroke) and in vitro 
is accompanied by increased levels of BARD1 protein and mRNA; (2) overexpression of 
BARD1 induces cell death with all features of apoptosis; and (3) BARD1-repressed cells 
are defective for the apoptotic response to genotoxic stress. I showed that the proapoptotic 
activity of BARD1 involved binding to and elevation of p53. BRCA1 was not required for, 
but partially counteracted apoptosis induction by BARD1. I also showed that a tumor-
associated mutation Q564H of BARD1 is defective in apoptosis induction, thus suggesting 
a role of BARD1 in tumor suppression by mediating the signaling from proapoptotic stress 
towards induction of apoptosis. 
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3.2.3. Nuclear-cytoplasmic translocation of BARD1 is linked to its apoptotic activity 2 
 
The tumor suppressor BARD1 plays a dual role in response to genotoxic stress: DNA 
repair as a BARD1-BRCA1 heterodimer and induction of apoptosis in a BRCA1-
independent fashion. We constructed a series of BARD1 deletion mutants and analyzed 
their subcellular distribution and capacity to induce apoptosis. As opposed to previous 
studies, suggesting an exclusively nuclear localization of BARD1, we found, both in tissues 
and cell cultures, nuclear and cytoplasmic localization of BARD1. Enhanced cytoplasmic 
localization of BARD1, as well as appearance of a 67kD C-terminal proteolytic cleavage 
product, coincided with apoptosis. BARD1 translocates to the nucleus independently of 
BRCA1. For recruitment to nuclear dots, however, the BRCA1-interacting RING finger 
domain is required but not sufficient. Protein levels of N-terminal RING finger deletion 
mutants were much higher than those of full length BARD1, despite comparable mRNA 
levels, suggesting that the N-terminal region comprising the RING finger is important for 
BARD1 degradation. Sequences required for apoptosis induction were mapped between 
the ankyrin repeats and the BRCT domains coinciding with two known cancer associated 
missense mutations. We suggest that nuclear and cytoplasmic localization of BARD1 
reflect its dual function and that the cytoplasmic localization of BARD1 is associated with 
apoptosis. 
 
As a co-author on this manuscript I contributed with the cytoplasmic localization studies of 
BARD1 in the testis and in the spleen by immunohistochemistry. Using biochemical 
assays, I also showed the redistribution of BARD1 between the nucleus and the cytoplasm 
during a time course after apoptosis-induction.  
 
3.2.4. Role of BARD1 in p53 phosphorylation by DNA-damage response kinase  
 
BARD1, as heterodimer with BRCA1, is involved in repair pathways in response to DNA 
damage. In a BRCA1-independent function, BARD1 acts as mediator of apoptosis, by 
binding to and stabilizing p53. Co-immunoprecipitation in several cell lines shows that 
BARD1 binds to phosphorylated p53. The regions required for binding to p53 are identical 
with the regions sufficient for apoptosis induction by BARD1, suggesting that BARD1 
interaction with phospho-p53 is part of the mechanism required for apoptosis induction. 
The apoptotic pathways are often disrupted in cancer cells. We report that ovarian cancer 
cells NuTu-19, which are missing a functional BARD1 protein, are resistant to apoptosis 
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induction. NuTu-19 cells lack phosphorylation of p53 at serines 15 and 37, and do not 
show an increase of p53 in response to genotoxic stress. However, p53 accumulation and 
p53 phosphorylation, as well as apoptotic sensitivity can be restored by the exogenous 
expression of BARD1 in a dose dependent manner. Furthermore, BARD1 binds to 
phospho-p53 and to Ku-70, which is a subunit of DNA damage response kinase DNA-PK. 
Phosphorylated p53 co-localizes with BARD1 to nuclear dots. These data suggest that 
BARD1 plays an essential role in p53-dependent apoptosis by binding to and facilitating 
p53 phosphorylation by DNA damage sensitive kinases. 
In this paper, where I’ am first author, and which has been submitted for publication, I 
reached two major aims of my thesis, which are i) the expression state of BARD1 and p53 
in NuTu-19 cells ii) and I developed a lentiviral vector expressing either BARD1 or a 
fluorescent-tagged (EGFP) BARD1 under the control of either an inducible or a constitutive 
promoter. 
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 3.3. Ongoing projects and preliminary results 
 
¾ Monitoring of tumor growth and spreading induced by NuTu-19 cell and the tumor 
suppressive effect of BARD1 
¾ BARD1 gene therapy for treatment of ovarian cancer 
 
3.3.1. Introduction to the animal model of ovarian cancer  
 
The important goals in ovarian cancer research are to define approaches to prevent the 
disease, to diagnose it at early stage, and treat it more efficiently. In order to achieve these 
goals, one approach is to develop model systems, in which early steps of the disease can 
be studied, and the response to experimental therapies can be examined. The available 
systems range from in vitro models such as ovarian cancer cell lines, to animal models. 
These models include human xenografts 37, an immunogenic chemically induced rat 
ovarian tumor 38, a germ cell tumor model 39, and models of non-ovarian tumors injected 
intra-peritoneally 40. Although each of these models has its applications in medical 
research, they are not ideal for the study of the immunologic response to therapy, and to 
understand the biological features and the behavior of the most frequent form of ovarian 
cancer, which is not germ cell but epithelial cell derived. 
 
To this respect, NuTu-19 epithelial ovarian cancer cells in a Fischer 344 rat animal model 
is an ideal immuno-competent system 36. NuTu-19 cells were derived from poorly 
differentiated adenocarcinoma 36. These cells arose in a female athymic mouse after 
subcutaneous injection of spontaneously transformed Fischer 344 rat ovarian surface 
epithelial cells. When NuTu-19 cells are injected intraperitoneally into immuno-competent 
Fischer 344 rats, they grew progressively as numerous serosal nodules in peritoneum, 
omentum, diaphragm and bowel, which results in poorly differentiated ovarian tumors 
within three weeks in 100% of the animals 36.The rats show local tissue invasion and form 
malignant ascites in a typical manner for human ovarian epithelial carcinomas, and die 
within 8 weeks. This animal model is therefore an ideal tool to study the effect of factors 
inhibiting carcinogenesis, and for gene therapy. 
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 3.3.2. Monitoring of cancer development in-vivo induced by EGFP-NuTu-19 and NuTu-19  
 
After transduction with the lentiviral vector expressing EGFP, nearly 100% of NuTu-19 
cells were transduced (Fig.5). Based on the mean expression after FACS analysis, NuTu-
19 cells expressed Lower GFP level when this gene was under the control of EF1α 
promoter than under the control of CMV promoter (Fig.5). 
 
Fig.5: (A) Flowcytometry analysis of NuTu-19 cells after transduction with lentiviral vector. GFP fluorescence in 
non transduced cells and cells expressing GFP either under the control of EF1α or the CMV promoter. (B) 
Fluorescence of EGFP-NuTu-19 ovarian cancer cells in culture shows close to 100% efficiency of transduction. 
 
To determine whether or not the transduced NuTu-19 cells, expressing GFP under the 
control of EF1α or CMV promoter, conserve their carcinogenic phenotype in-vivo, these 
cells were injected intraperitoneally in female Fischer 344 rats, and resulting tumors 
compared to the wild-type NuTu-19 induced tumors. 
 
All animals developed abdominal metastasis. However, this experiment showed that the 
EGFP expressing cells had the same carcinogenic potential as non-transduced NuTu-19 
cells, and that EGFP is not immunogenic in these rats (Fig.6). Therefore, this model is an 
important tool, with which we are able to monitor the organ invasion by green fluorescent 
NuTu-19 ovarian cancer cells. 
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Fig.6:Fluorescent microscopy of metastases formed by EGP-NuTu-19 cells tested on frozen sections. EGFP-
NuTu-19 cell injection lead to the tumor formation and metastases to a similar extent as non-transduced 
NuTu-19 cells. Cancer development and metastases can therefore be monitored in different organs 
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 3.3.3. BARD1-based gene therapy in animal model of ovarian cancer 
 
3.3.3.1. In-vitro test for BARD1 gene therapy of ovarian cancer  
Based on our data, BARD1 is required for p53-dependent apoptotic response to genotoxic 
stress 1. The repression of BARD1 leads to resistance to chemotherapeutic drugs 
(doxorubicin) and elevated levels of BARD1 lead to protection through the elimination of 
potentially tumorigenic cells. To test this hypothesis in cancer cells in-vitro, NuTu-19 cells 
were transduced with an inducible BARD1-expressing lentiviral vector. 
When NuTu-19 cells were transduced with BARD1 under the control of tetracycline 
inducible promoter, apoptosis occurs in a dose dependent manner (Fig.6). However, the 
NuTu-19 transduced with BARD1-ires-GFP under the control of EF1α promoter can grow 
in-vitro, but grow slower than non transduced NuTu-19 cells. Therefore, this result is 
consistent with a need of a BARD1 threshold level to induce apoptosis. 
 
Fig.7: Expression of BARD1 after induction reverses apoptosis resistance in NuTu-19 cells 
 
We have shown previously that BARD1 overexpression induced apoptosis and is 
correlated with the an increase of p53 1. We also showed that this increase can be 
explained by p53 phosphorylation and stabilization (phospho-p53 paper) (Fig.7).  
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Fig.8: Correlation between BARD1 overexpression in HEK 293T and NuTu-19 cells, and the expression of 
p53 and phospho-p53. HEK 293T and NuTu-19 were transduced (+) or not with BARD1 expressing vector. 
P53 is increased in both cell types upon BARD1 expression. Phospho-p53 appears only upon BARD1 
expression in both cell types. 
 
3.3.3.2. BARD1 gene therapy for treatment of ovarian cancer: in-vivo test 
 
3.3.3.2.1. How do EGFP-NuTu-19 transduced cells behave in-vivo? 
 
To compare the carcinogenic effect of wild type NuTu-19 and EGFP-NuTu-19 cells in-vivo, 
NuTu-19 cells transduced with BARD1-ires-EGFP under the control of EF1α promoter, 
were injected intraperitoneally in female Fischer 344 rats. We determined whether or not 
the BARD1 transduced NuTu-19 cells conserved their carcinogenic phenotype in-vivo. 
Preliminary results show that all the animals injected with NuTu-19 or EGFP-NuTu-19 
develop tumors, but not those injected with NuTu-19 cells transduced with BARD1-ires-
GFP under the control of EF1α promoter. This is an important result, confirming the tumor 
suppressor function of BARD1. 
 
3.3.3.2.2. How does the lentiviral vector behave in-vivo? 
After 3 weeks of tumor induction by NuTu-19 cells, a lentiviral vector carrying GFP under 
the control of CMV promoter was injected intraperitoneally. Four days later the animals 
were sacrificed and examined by epi-fluorescence microscopy. This experiment showed 
 45
that the majority of the tumors were green fluorescent, demonstrating that the lentiviral 
vector by it self is targeting tumor cells. 
 
 
Fig.9: Green fluorescent tumors visualized after intraperitoneally injected lentiviral vector expressing GFP 
under constitutive promoter. It is important to note that GFP-fluorescence is preferentially concentrated on 
the micro-tumors. 
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Article I 
 
BARD1 expression during spermatogenesis is hormonally regulated and associated with 
apoptosis. Biology of Reproduction. 2004. 
 
Feki A, Jefford C E; Durand P, Lucas H, Krause KH, and I Irminger-Finger I.  
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Identification of BARD1 as mediator between proapoptotic stress and p53-dependent 
apoptosis. Mol Cell 2001; 8: 1255-1266. 
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 5. Discussion and general conclusion  
Since May 2000, I worked on the molecular characterization of the function of the tumor 
suppressor gene BARD1 in development and tumor suppression. When I joined the 
cancer group, in the laboratory of biology of aging, the characterization of BRCA1-
independent function(s) of BARD1 in apoptosis induction via a p53 binding was ongoing. 
Originating from this fundamentally novel finding several new projects addressing 
BARD1's role in development and tumor suppression evolved.  
 
5.1. BARD1 and the control of tissue homeostasis and development exemplified in 
spermatogenesis  
 
Based on the previous results 6, we knew that BARD1 was highly expressed in testis, and 
it was important to determine the physiological function of this tumor suppressor gene 
during spermatogenesis. To address this questions, we performed experiments to dissect 
the specific local and temporal expression pattern of BARD1 on the mRNA and the 
protein level. We found a novel isoform of BARD1 (BARD1b), generated by differential 
splicing, was expressed in the testis in addition to wild type BARD1. This splice variant 
was expressed at all stages of spermatogenesis with the exception of spermatogonia, 
while wild type BARD1 is predominantly expressed in spermatogonia. Furthermore, the 
presumed protein product of BARD1b lacks the RING finger domain, which is required for 
the interaction of BARD1 with BRCA1, but retains regions sufficient for its apoptotic 
function 41. Consistently, BRCA1 reduced BARD1 induced apoptosis but had no affect on 
the apoptotic capacity of BARD1b. Although, the correlation of BARD1 expression and 
apoptosis in spermatogenesis is intriguing, not all the cells that express BARD1 are 
clearly undergoing apoptosis. It remained to consider that components of the apoptotic 
machinery in male germ cells could be required for and activated during spermatogenesis 
without completion of apoptosis, as it was demonstrated for Drosophila 42. Germ cell 
proliferation is tightly controlled by hormones and growth factors. Based on our work, 
BARD1 might be a key regulatory element, linking paracrine hormonal signaling and 
growth control. Our finding that BARD1 expression is hormonally regulated, supports the 
hypothesis that BARD1 is a mediator of hormone induced germ cell apoptosis during 
spermatogenesis. 
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5.2. Bimodal function of BARD1 
 
Based on the BRCA1-dependent BARD1 functions described in the introduction and on 
the presented manuscript 9, a “dual mode of action” of BARD1 is proposed (Fig.10). 
 
 
In the survival mode, BARD1 acts in a heterodimeric complex with BRCA1 and is involved 
in DNA repair and cell survival. In the death mode, BARD1 acts independently of BRCA1 
and induces apoptosis. Thus, according to this model, the ratio of BRCA1 and BARD1 
expressed in a given cell would determine cell fate; a high BRCA1/BARD1 ratio would 
lead to DNA repair and survival, while a low ratio would lead to cell death. This model 
would be compatible with the observed expression of BARD1 but not BRCA1 under 
conditions where cell death occurs, e.g., stroke (see above) and the estrus phase of the 
uterine cycle 6. It would be compatible with the observed development of a premalignant 
phenotype in vitro 6 and tumorigenesis 43 under conditions of reduced BARD1 levels. My 
contribution to the molecular analysis of the BARD1-apoptosis pathway, provides a 
possible mechanistic explanation of the BARD1-p53 pathway in apoptosis. BARD1 binds 
and stabilizes p53 1 but more importantly it is required for p53 phosphorylation and 
specifically catalyzes p53 phosphorylation on serine 15 by the DNA damage dependent 
kinase DNA-PK (Feki et al., submitted).  
 
 
 
Fig.10: Model of dual functionality of BARD1. Increase of BARD1 upon stress: pathway (1) BRCA1-BARD1 
heterodimer formation, observed as nuclear dots (Scully et al., 1997), induction of DNA repair functions; 
pathway (2) BARD1 excess over BRCA1 (possibly as homodimers), BARD1 interaction with p53, affecting 
p53 stability and induction of apoptosis 9. 
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5.2. BARD1 from tumor suppression to tumor cell killing 
Very few papers treat the mutation frequency in the BARD1 gene associated with cancer. 
The reported mutations in BARD1 have been found in the region defined from our 
laboratory as required for apoptosis induction 2 and for p53 phosphorylation (Feki et al., 
submitted). This suggests that the apoptotic function of BARD1 represents is most 
prominent tumor suppressor function. Along this line another finding from our group 
showed that loss of function of BARD1 is associated with a pre-malignant phenotype and 
resistance to apoptosis 6. It is therefore logical to speculate that tumor cells that have 
acquired resistance to apoptosis might be lacking functional BARD1 or functional p53.  
Indeed, the core body of results accumulated during my thesis was the characterization of 
such a tumor cell line, NuTu-19, which is resistant to apoptosis. 
 
5.3. Future experiments: effect of BARD1 expression monitored in in-vivo cancer 
model 
We have shown that induction of exogenous BARD1, when it is under the control of 
tetracycline inducible promoter, lead to apoptosis in a dose dependent manner in the 
BARD1 deficient Nutu-19 cells, hence, the carcinogenic effect of the BARD1 transduced 
cells can be compared to the carcinogenic effect of wild type NuTu-19 or EGFP-NuTu-19 
cells in vivo. We have established a model of ovarian cancer and metastatic spreading 
induced by intraperitoneal injection of NuTu-19 cells or by EGFP-NuTu-19 cells. We will 
determine whether or not BARD1 transduced cells conserve their carcinogenic phenotype 
in-vivo after induction of BARD1 expression by doxycycline. Animal survival can be 
monitored, and the extent of carcinogenic effect (i.e. and tumor growth) can be followed 
by intraperitoneal endoscopy at different time points post-injection. Quantification of 
metastatic tumors will be performed by tissue biopsies and analysis of frozen sections by 
epi-fluorescence microscopy. Alternatively, this model will be used to set up an “in-vivo 
imaging system”. 
It may be possible that the pro-apoptotic function of exogenously expressed BARD1 
diminishes the carcinogenic effect of NuTu-19 cells in-vivo. If no significant reduction of 
carcinogenesis is observed after BARD1 injection, we will test whether these tumors 
show increased sensitivity to chemotherapy (taxol, doxorubicin, tamoxifen and estrogen 
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treatments). The efficiency of treatment on injected animals with EGFP-NuTu-19 and 
BARD1-EGFP-NuTu-19 cells will be compared.  
Once the results are conclusive, and in order to validate our hypothesis, we will determine 
whether the BARD1 has preventive effect on tumors induced by other cancer cells than 
the NuTu-19 cells. Parallel experiments will be conducted with the colon cancer cells that 
have been used in our colon cancer model. When injected intraperitoneally these cells 
induce colon cancers 8,44. Colon cancer cells will be transduced with inducible BARD1 
and the tumorigenicity of these cells will be monitored.  
Finally, we will demonstrate the efficiency of viral delivered BARD1 in tumor cell killing, by 
injecting BARD1 expressing viral constructs intraperitoneally after tumorigenesis had 
been induced by EGFP-NuTu-19 cells. We will determine to which extend lentiviral 
delivered BARD1 can inverse, inhibit, or delay tumor cell growth and at which time point 
during tumorigenesis BARD1 gene therapy is efficient.  
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